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ンパ球が自己肝抗原の存在のもとで in vitro に刺
激されることを報告 している.また.太田柑)は人肝か
ら mitochondriaを分離 し,これを抗原 と して芽
球化反応. MIF反応を行なうと,活動性慢性肝炎や







反応相川 )などの諸方法を用いて検索 し,肝分画 に対
する細胞性免疫の成立過程を比較検討 した.
材 料 と 方 法
1.感作動物
成熟 Hartley系モルモットを実験に先立 ち数 日間
同一条件のもとで飼育 し.これらを交配 して生まれた
新生モルモット175匹および体重500g前後の Hartley





























らの方法に準 じて作製 した. すなわち肝に5倍量の
0.25M庶精液を加えて肝粥を作 り.400g.15分遠心 して
得た沈盛を核分画とした.その上清に10倍量の0.25M
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庶糖液を加え.15.000g,20分遠心 して得 た沈 法 を
mitochondria分画とした.またその上清を105.000g
60分遠 心 して 得た沈 盛に 0.25M庶糖液を加 え て懸






0.4%の割合 でDOC (deoxycholicacid)を加 え
homogenize する. これを4oC, 1昼夜放置後 ,








∨ant)と混合,乳剤を作 りモルモ ッ トの四肢 root
padsに1回注入 し,また成熟モルモットには.感作
抗原 (18mg/ml)0.5mlをCFAと混合 して.1週 お き
に5回皮内注射 して,感作終了後 1週か ら5週の各過
について以下に記す免疫学的検索を行 った.
4.皮内反応







蝋撰 リンパ節を別出し, penicilinG IOOu/ml.str･
eptomycine lOO〃g/mlを含む Hank'sBSS(Ha一
nk'sbalancedsaltsolution32) で洗い,-サ ミで
細切 し.200LmeSh金網上 で圧挫姐過 し, リンパ節
細胞を Hank'sBSSに浮遊させる.つぎに1.000rpm,
10分間の遠心操 作 を3回 繰 り返 し洗鵜後 , 細胞数
が成獣では5.0×106,幼獣では2.5×106cels/mlにな
るよう TC199(Difco製,20% calfserum と上
記の抗生剤とを添加)に浮遊させる.この lymphoid






Shtacherら3). caronら34) の方法 に準 じて,
収穫 2時間前に, 培 養 試 験 管 に0.06〃Ciの 1℃-
thymidineを加え.培養開始後 1-5日迄 の各 日毎
に収穫 し,370g.15分遠心 し.その沈連 を生食 で 3
回洗准 し.沈壇を dryice acetone と water
bathで10回凍結融解を繰 り返 して細胞を破壊 した.つ
ぎに5%TCA (trichloraceticacid)2mlを加 え .
4oC.1昼夜放置後,5%TCAで5,000rpm,15分間
3回遠心を繰 り返 し.さらに ether:ethanal(1:
3)混合液で5,000rpm.15分 間 2回遺JL､洗喉後 .
Whatman製 glassfibrepaper(GF/C)に破過
吸着させ. ethanolで洗い赤外線 ランプで乾爆 させ
た.それを scintilation bottle に入れ Toluen-
PPO(PPO5.0g/toluenll)5mlに溶解 させ .充分透
明となってから.BeckmanLS200B型液体 scint.
ilationCounterで 2分間細胞 内 に とりこまれた
1℃･thymidineの cpm (countspermininte)杏












にこの PEC suspension を入れて吸引すると,
capilarytube内 に PECsuspensionが流 れ こ
む.この capilarytubeを 900rpm.10分遠心 し
て PECをパ ックした.沈連と上清 との境界で ca･
pilarytubeを切断,これを小型 シャーレの底 に固
定 した.っぎに各種抗原を含んだ培養液を2.Omlづっ























































を比較検討 した (図2).異種肝粗製抗原で幼獣を 1回感作
した場合 .MIT(マクロファージ遊走阻止テス ト) では
感作後3.4週目に活性を示すが,同種肝粗製抗原1回感
作では.感作後5過まで陰性であった.同様の傾向が











のあらわれ方を検索 した (図4).非感作幼若 モルモ
ットに異種家兎の Crudeliverや可溶性抗原 (500
〟gprotノ0.1ml)を皮内注射 した場合には.最高5･2
図 3 幼若モルモ ットの異種 と同種の肝抗原感作
による皮膚反応および血中抗体価出現の相違
●一一● 異種 cmdeliver▲- ▲ 同種 cmdeliuer
0 1 2 3 4 5 矢±0.4mm程度の


















2 6 12 24 36 48
皮内注射後経過時間●一 ● Crude
liver o10 solubleprotein■トー1? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?? ?
? ? ? ? ? ?
君モルモットにおける感作抗原の差異による免疫反応成績モ ノレツ ト 感 作 抗 原 例 数(匹) 感 作回 数 感作総抗原量(mg) 免 疫 反 応 成 績 組織学的変化皮 膚 反 応1)(mm) リンパ 球芽球化反応2)(倍) マクロファー ジ遊走阻止率 3)(%) 血 中 抗 体 価 4ー(稀 釈 倍 数)
異 種 肝 36 5 45 9.1土0.5●佃 1.7±0.
1H N.T+ 40(20-80):H (｣成 獣 同 種 肝 30 5 45 4.2





われて3過日にピーク (ll.6±0.7mm)に達 し. 4
過(ll.2±0.6mm)迄持続するが.5週(6.8±0.1mm)
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1 2 3 4 5(
日)+-
･-1Crudeliver 培 養 時 間企--zl non-Snsitized
〇一 〇 solubleprotein感











ot‥ mitochondria.nuclear rraction では200,
400,1.000〟g,microsomeは400〟gの抗原濃度 を
migrationchamberに添加 しMITを行 な った . そ
の結果を表 2に示 した.solubleproteinでは400〟g
を用いた時の反応が最 も良 く. Crude liverでは
400〟gと1,000〟gでは大差なく.mitochondrioとnucl･
earrractionでは全量とも反応なく,全抗原とも400
〃g/medium を添加抗原量 と して用 い ることと し
た.
つぎに感作後 1週から5週にわた り.感作 幼獣 の
図 7 異種肝抗原感作幼若モルモ ッ トの肝分画に





















ymphocytes/2mlを培養 した｡各分画抗原 とも 200pg
の抗原量にて リンパ球刺激を行ない,培養 3日後に収穫 し,各分
画抗原添加 と無添加の cpm 比率 を刺激率 (平均値±標
準誤差 )で示 した｡ 矢PECを用いて.添加抗原量400〟g/med
ium を基準 として MIT を行った.この際非感作動物の PE
CはCrudeliver抗原添加により90%前後の mi
gration値を示すので, 80%以下をMIF陽性基準 とした13)38)そこで
異種家兎肝抗原感作幼獣 の PEC migration培地に, mitochondria,solubleprotein.Crude






感作幼若モルモ ッ トの肝分画に対す るマ ク
ロファー ジ遊走阻止率 と感作後の経0 1 2
+-●CrudeliverlL -O solubleprotein3 4 5感 作 後 遺△一一でゝmitochond
ria各分画抗原 とも 400pgprot. 濃度 を m
igrationmedium に添加 したo表 2 添加抗原量による% M
igration値の変動添 加 抗 原 抗原添加量 pg軒ot./
medium100〃g 200pg 400pg 1,0
00′∠gmlCrOSOme - - 1
08.5% * 98.3%mitochondria - 93
肝抗原に対する細胞性免疫に関する実験的研究
したに止まった.









2 3 4 5L-1Cr
udeliver 感 作 後 週〇一日一〇 solub
leproteinJt-1 mitochondri
a補体結合反応により抗体価を medianで示 した




















週目に至 り陰性化 した.抗solubleprotein抗体価は C
rudeliverよりや ゝ低値であるが.抗 Crudel
iver抗体価 と同 じパターンで3週目をピーク (8
0倍)とし4週目迄陽性で表 3 家兎血清
に対する免疫反応の検討リンパ球芽球化反応刺
激率テ ス ト 抗 原 感
作 後3 週 4 週
rabbitserum :1.05±0.09干 1.55±
0.30CrudeliVer 38.16±2.13 10.60±
0.37マクロファージ遊走阻止試験テ ス ト 抗 原 3 週 4 週
rabbitserum

























細胞性免疫反応を in vitroで測定する方法 とし
て,古くから知られている皮膚反応19)～21).感作された




































PCA (passive cutaneous anaphylaxis),遅発型
皮膚反応が高率に陽性を示したとし.幼若モルモット
においては免疫学的不活性または tolerantperiod

























験としては.結核菌を成熟 モルモ ッ トに感作 して.




べ,また Kostiala57)は皮膚反応 は MIF活性およ
び血中抗体の出現より先行して現われることを報告 し
ている.さらに,Ricciら52)は completeFreund's














































































































































































































































ofheterologousliverantigensin young guineapigs,weighing llOgm,immunized
oncewith thesameliverhomogenates.
Thepositiveskin reactioneithertothesolubleproteinorthecrudeextracts
wasdetected2-4weeks･aftersensitization of the guinea pigs and reached the
maximmum levelin3weeksfollowingsensitization.BothMIFactivityandblast6id
transformation ofthesensitized lymph nodecellsalso approximately paralleled
theresultsoftheskin test.Furthermore.complementfiXation antibodiesto the
sameantigensweredetectedlikewise.However,theskinreaction,MIFactivityand
blastoid reactionagainsttheinsolublefractionsofboththemitochondriaand the
microsome,andthenuclearfractionofthelivercellswerenotdetectedthroughout
theexperiment.Thusitseemslikely thesolublefractionsofthelivermayact
asanantigen toacceleratethehypersensitivity ofadelayedtypeaswellasof
ahumoraltype.
